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摘要 AN: 本 文 则 在 探讨 糖 


酵 解 酶 丙酮 酸 激酶 M2 型 (PKM2) 对 人 白血病 细胞 


体外 增殖 和 凋 亡 的 影响 及 潜在 机 制 ,方法 :将 对 问 PKM2 的 慢 病毒 载体 转 染 人 K562 
细胞 株 (shPKM2 组 )， 同时 设立 空 载体 转 染 组 为 对 照 (Vector 组 ) 。 采用 qRT-PCR 
和 Western blot 技术 分 别 检 测 Vector 组 和 shPKM2 组 PKM2 mRNA 和 和 蛋白 的 表达 


以 及 自 哈 标 志 物 的 变化 CCK-8 实验 检测 细胞 体外 增殖 能 


; 流 式 细胞 术 检测 细 


胞 周期 和 凋 亡 情况 ; Western blot 检测 调 亡 相关 和 蛋白 Bax、Bcl-2 表达 水 平 。 结 果 : 

在 稳定 干扰 PKM2 Ja, PKM2 的 mRNA (11.58, P=0.0003 ) 和 蛋白 水 平 (t=11.88， 
P=0.0003) 均 明 显 降低 。 与 Vector 组 比较 ，shPKM2 组 细胞 体外 增殖 能 力 显 著 降 
低 CF=118.87, P<0.0001) 。 同 时 ,干扰 PKM2 可 使 K562 细胞 周期 阻 滞 在 G1 期 ， 


细胞 凋 亡 率 显 车 二 


引起 的 白血病 细胞 体外 
明 干 扰 PKM2 TJ} 


HI (t=37.23, P<0.0001 ) ; VAG A Bax 表达 增加 (15.36, 
P=0.0001) . HC EA Bel-2 表达 降低 (t=9.965, P=0.0006)。 此 外 , 干扰 PKM2 
可 减弱 K562 AHA AKF, ALA LC3II 降低 Cticsn=10.32, Prcsn=0.0005) , 

而 p62 水 平 增加 Ctp2=14.59, Ppo2=0.0001) 。 还 发 现 自 叭 诱导 剂 能 逆转 shPKM2 


币制 人 白血病 K562 细胞 的 体外 


曾 殖 能 力 减 弱 (=96.32，P 二 0.0001) 。 结 论 : 以 上 结果 表 
曾 殖 并 促进 其 凋 亡 , 其 机 制 可 能 与 


PKM2 介 导 的 自 哈 活 性 降低 有 关 ， 提 示 PKM2 可 能 作为 白血病 诊疗 的 一 个 潜在 靶 
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Abstract Objective: Effects of PKM2 knockdown on proliferation and apoptosis of 
human leukemia cells and its potential mechanism were investigated in our experiment. 
Methods: Lentivirus-based short hairpin RNA (shRNA) vector targeting PKM2 was 
transfected into K562 cells (shPKM2 group), and the vector-treated cells were named as 
the Vector group. mRNA and protein levels of PKM2 in K562 cells were determined by 
qRT-PCR and Western blot techniques, respectively. Cell proliferation activity was 
evaluated by CCK-8 assay in vitro. Cell cycle and apoptosis rate were analyzed by flow 
cytometry, the expression levels of apoptosis-related proteins Bax and Bcl-2 were 
measured by Western blot and the autophagy activity was measured by qRT-PCR and 
Western blot, respectively. Results: mRNA (11.58, P=0.0003) and protein (11.88, 
P=0.0003) levels of PKM2 were significantly decreased after PKM2 knockdown in 
K562 cells. In comparison to the Vector group, cell proliferation was inhibited by 
PKM2 deleption in shPKM2 group (F=118.87, P<0.0001). Furthermore, Gi-phase cell 
cycle was arrested, and the cell apoptosis rate was increased after PKM2 knockdown 
(t=37.23, P<0.0001). Meanwhile, upregulated pro-apoptotic Bax protein levels (15.3, 
P=0.0001) and downregulated anti-apoptotic Bcl-2 protein levels (49.965, P=0.0006) 
were observed in shPKM2 group compared with the Vector group. In addition, 
decreased expression of PKM2 significantly downregulated LC3II levels (t.c3n=10.32, 
Pic31=0.0005) and elevated p62 levels (tp62=14.59, Ppo2=0.0001) in K562 cells. Finally, 


autophagy activator rapamycin rescued the inhibitory cell proliferation due to PKM2 
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knockdown (F=96.32, P< 0.0001). Conclusion: Above-mentioned results indicate that 
PKM2 knockdown can inhibit cell proliferation and promote cell apoptosis, at least 
partially through the cell autophagy, and PKM2 might be a potential target in the 
treatment of leukemia. 


Key words: PKM2; leukemia; proliferation; apoptosis; autophagy 


白血病 是 一 种 严重 威胁 人 类 健康 的 造血 干细胞 恶性 增殖 性 疾病 ， 其 发 病 率 和 
死亡 率 较 高 ，5 年 存活 率 低 于 50%I1。 目 前 临床 上 主要 通过 化 疗 及 造血 干细胞 移植 
进行 治疗 ， 这 些 疗法 在 一 部 分 白血病 患者 中 有 较 好 的 疗效 ， 但 大 多 数 患者 的 不 良 
反应 和 复发 率 比 较 高 ， 因 此 寻找 白血病 治疗 的 相关 刘 向 作用 分 子 ， 是 改善 此 病 治 
疗 现状 的 有 效 途 径 。 糖 代谢 是 细胞 代谢 的 重要 供 能 途径 之 一 , 丙酮 酸 激酶 (Pyruvate 
kinase, PK) 作为 糖 代谢 过 程 中 的 关键 限 速 酶 ， 能 众 化 磷酸 烯 醇 式 丙酮 酸 生 成 丙酮 
MEI, MIPKM2 (Pyruvate kinase isoenzyme M2, PKM2) 是 PK 的 一 个 M2 亚 型 B]。 
己 经 证 实 除 了 其 在 糖 酵 解 过 程 中 的 经 典 作用 之 外 , PKM2 能 作为 促 肿 瘤 因 子 调控 肿 
瘤 的 发 生发 展 外 。 目 前 PKM2 在 白血病 细胞 中 的 非 代谢 促 癌 分 子 机 制 尚 不 清楚 ， 近 
年 来 自 噬 在 白血病 中 的 作用 逐渐 得 到 关注 句 。 为 探讨 自 哦 是否 参与 了 PKM2 介 导 的 
促 白 血 病 作 用 ， 本 实验 观察 干扰 PKM2 对 K562 白 血 病 细胞 体外 增殖 和 调 亡 的 影响 ， 
为 研究 PKM2 在 白血病 发 生发 展 中 的 作用 及 靶 向 治疗 研究 提供 实验 依据 。 

1 材料 与 方法 
1.1 材料 
1.1.1 细胞 系 

人 白血病 细胞 株 K562 购 于 中 科 院 上 海 生 命 科学 研究 院 细胞 资源 中 心 , 由 重庆 
医科 大 学 临床 检验 诊断 学 教育 部 重点 实验 室 常 规 保 存 。 
1.1.2 主要 试剂 

RPMI 1640 培养 基 和 胎 牛 血清 FBS 购 于 美国 Gibco 公司 。 慢 病毒 转 染 试剂 以 
RIER PKM2 基因 的 shRNA 慢 病毒 载体 和 部 向 无 关 序列 的 空 载 对 照 慢 病毒 载体 均 
由 上 海 吉 凯 制药 技术 有 限 公 司 构建 。 青 霉 素 和 链 霉 素 、 异 丙 醇 、 氯 仿 、 上 样 缓冲 
液 、 脱 脂 奶 粉 、DEPC 水 、 磋 酸 盐 缓冲 液 (PBS) 、 和 蛋白 裂解 液 RIPA 及 BCA EA 
定量 检测 试剂 盒 购 于 上 海 腰 云天 生物 技术 有 限 公 司 。RNA 提取 试剂 TRIzol、 
RT-PCR 试剂 盒 购 于 日 本 TaKaRa 公司 。 引 物 由 上 海 英 骏 公 司 合成 。SYBR HEK 
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光 定 量 PCR 试剂 盒 购 于 KAPA Biosystems 公司 。 免 抗 人 PKM2、LC3 、p62 单元 隆 
抗体 购 于 美国 Cell Signaling Technology AF], RHA b-actin 多 克隆 抗体 购 于 美国 
Proteintech AFJ, HTA Bax 和 Bcl-2 均 为 多 克隆 抗体 购 于 美国 Santa Cruz 公司 ， 
对 应 山羊 抗 免 IgG 二 抗 购 于 美国 Proteintech 公司 。ECL 发 光 试 剂 合 和 PVDF 膜 购 
于 美国 Millipore A7]. H-7] Rapamycin 购 于 美国 Selleck 公司 。CCK-8 试剂 
盒 由 日 本 Dojindo 公司 购 得 。 细胞 周期 试剂 盒 和 细胞 凋 亡 试 剂 盒 购 于 美国 赛 默 飞 公 
司 。 

1.2 实验 方法 

1.2.1 细胞 培养 人 白血病 细胞 株 K562 在 RPMI 1640 培养 基 中 常规 培养 ,添加 10% 
胎 牛 血清 和 1% FERRARA, FFF 37C. 5% CO2 的 培养 箱 中 进行 培养 ， 当 培 
养 至 对 数 生 长 期 时 收集 细胞 用 于 后 续 的 实验 。 

1.2.2 慢 病 毒 干扰 载体 的 构建 及 包装 取 对 数 生长 期 的 细胞 接种 于 6 孔 板 中 ， 待 细胞 
生长 密度 至 80% 时 ， 采 用 polybrane 进 行 干 扰 慢 病毒 转 染 ， 具 体 步 又 依照 慢 病毒 转 染 
试剂 盒 说 明 书 进行 ， 待 细胞 转 染 48 h 后 ， 于 倒置 光学 显微镜 下 观察 细胞 形态 学 的 变 
化 ， 随 后 收集 细胞 用 于 后 续 实 验 。 携 带 靶 向 PKM2 基 因 的 shRNA 慢 病毒 载体 
(PKM2-shRNA, 5'- CATCTACCACTTGCAATTA -37 和 部 向 无 关 序列 的 空 载 对 照 慢 
病毒 载体 均 由 上 海 吉 凯 制药 技术 有 限 公 司 合成 并 包装 ， 并 进行 测序 鉴定 和 病毒 滴 
度 的 测定 。 
1.2.3 qRTPCR 检 测 mRNA 表 达 水 平 细胞 培养 48 h 后 ,转移 至 提前 预 冷 的 1.5 mL 无 
RNA 酶 EP 管 中 ， 置 于 冰 上 ， 加 入 PBS 离 心 洗涤 3 次 ， 每 次 2000 r/min 离心 2 min; 用 
TRIzol 试 剂 抽 提 细胞 总 RNA， 加 入 1/5 体 积 的 握 仿 ，12000 r/min 离心 15 min, KAY 
上 清 ， 加 入 等 体积 的 异 丙 醇 ，12000 r/min 离心 10 min。 弃 上 清 ， 加 入 75% 酒 精 清洗 
2 次 ， 每 次 12000 r/min 离心 5 min， 吸 去 上 清 液 ，37 °C 放置 5 min， 使 乙醇 挥发 ， 加 
入 10 uL DEPC 水 ， 溶 解 沉淀 。 检 测 浓 度 后 用 RT-PCR 道 转录 成 cDNA 。 以 B-actin 作 
为 内 参 ，qRT-PCR 扩 增 细胞 中 车 基 因 的 表达 ,用 于 qRT-PCR 反应 的 引物 序列 见 表 1。 
扩 增 反应 条 件 : 94°C 5min, 94°C 30s, 60°C 30s, 72C 50 s， 循 环 39 次 : 72°C 10 
min。 实 验 独 立 重复 3 次 。 相 对 定量 值 结果 用 2- 和 Ct 计算 。 


表 1. 定量 PCR 所 用 引物 序列 
Table 1. The qRT-PCR primer sequences for each gene 


基因 Genes 序列 Sequences(S' - 3') 
PKM2 F: 5'-GCCTGCTGTGTCGGAGAAG-3' 

R: 5'-CAGATGCCTTGCGGATGAATG-3' 
LC3 F: 5S'-GACCGCTGTAAGGAGGTGC-3' 

R: 5'-CTTGACCAACTCGCTCATGTTA-3' 
p62 F: 5'-GGGGACTTGGTTGCCTTTT-3' 

R: 5'-CAGCCATCGCAGATCACATT-3' 
f-actin F: 5'-TAGTTGCGTTACACCCTTTCTTG-3' 

R: 5'-TGCTGTCACCTTCACCGTTC-3' 


缩写 : FARA: RREAK 
Abbreviations: F stands for forward; R stands for reverse 
1.2.4 Western blot 检 测 蛋 白 表达 水 平 收集 各 组 细胞 ， 预 冷 的 PBS 洗 涤 3 次 ， 每 次 以 
2000 r/min 离心 2 min， 留 取 细 胞 沉 演 备用。 使 用 预 冷 PBS 清 洗 细胞 后 ， 通 过 加 入 适 
量 RIPA 和 蛋白 裂解 液 提取 总 蛋白 ， 以 13000r/min 离 心 40 min, WE, BCA 
41: 5min 40 ug/ 的 12% SDS-PAGE 胶 中 ， 以 


浓缩 胶 80 V 恒 压 分 离 30 min、 分 离 胶 120 V 恒 压 分 离 90 min 电 泳 分 离 蛋 白 。 然 后 通 
过 湿 转 仪 210 mA 恒 流 电 转 1h 将 蛋白 转移 至 PVDF 膜 。 室温 下 用 5% 脱 脂 奶粉 封闭 3 h 
后 ,分 别 加 入 一 定 稀释 比例 的 抗 PKM2、Bax、Bcl-2、LC3、p62、B-actin 抗 体 ，4°C 
孵育 过 夜 。 次 日 用 TBST 洗 膜 2 次 ，TBS 洗 膜 1 次 ， 每 次 10 minke ARV, VEAR 
完成 后 ， 在 室温 下 孵育 与 一 抗 对 应 种 属 的 HRP 二 抗 1 h， 重 复 以 上 洗 膜 步骤 ， 将 条 
带 上 禾 盖 ECL 发 光 液 于 暗室 通过 Millipore 化 学 发 光 系 统 检 测 肚 蛋白 。 以 B-actin 为 内 
参 ，Western blot 条 带 用 Quantity One 软 件 进 行 统计 分 析 。 

1.2.5 CCK-8 检 测 细胞 增殖 将 空 载 对 照 组 (Vector)、 干 扰 组 (shPKM2) 及 自 叭 诱导 剂 
Rapamycin 〈 终 浓度 为 S nM) 各 处 理 组 细胞 以 1x103/ 孔 分 别 接种 于 96 孔 板 中 ， 每 组 
设置 5 个 复 孔 ， 每 孔 细胞 悬 液 量 为 100 pL。 培 养 至 第 0、12、24、36、48、60h， 各 
加 入 CCK-8 试 剂 10 uL, 37°C. 5% CO2 避 光 培 养 3 h， 酶 标 仪 450 nm 波长 测 其 吸光 
度 (D) 值 ， 得 到 0、12、24、36、48、60 h 的 OD4s 值 。 以 培养 时 间 为 横 坐 标 ，OD4so 
值 为 纵 坐标 ， 绘 制 细 胞 生长 曲线 。 实 验 独 立 重复 3 次 。 
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1.2.6 流 式 细胞 术 〈FCM) 分 析 细 胞 周期 流 式 细 胞 术 检测 干扰 PKM2 基 因 后 K562 
细胞 周期 的 变化 。 具体 操作 步骤 按 如 下 方法 进行 : 收集 shPKM2 组 、Vector 组 的 K562 
细胞 ，1000 r/min 离心 5 min， 弃 上 清 ， 使 用 预 冷 的 PBS 洗 涤 2 次 ;离心 后 弃 上 清 ， 
边 振荡 边 滴 入 预 冷 的 75% 乙 醇 重 悬 ，-20 "C 固 定 过 夜 。 使 用 PBS 重 复 洗 涤 并 离心 收 
集 细胞 ， 再 以 预 冷 的 1 mL PBS 使 细胞 重 悬 ， 各 组 样品 分 别 加 入 190 mL EDTA 和 10 
mL RNase A(10 mg/mL), ZAMS min， 再 加 入 PI 染 液 ， 置 于 4 "C 避 光 反 应 10 min 
后 加 到 上 样 管 。 上 机 检测 细胞 周期 各 阶段 的 细胞 数 ， 结 果 采 用 细胞 周期 拟 合 软件 
ModFit 分 析 ， 计 算 各 周期 所 占 比 例 。 实 验 独 立 重 复 3 次 。 
1.2.7 流 式 细胞 术 检 测 细胞 凋 亡 收集 各 组 细胞 , 1000 r/min 离心 5 min, 弃 上 清 , PBS 
洗涤 3 次 。 用 500 uL PBS 重 县 细胞 ， 按 细胞 凋 亡 试剂 盒 说 明 书 操作 。 细 胞 悬浮 后 加 
入 Annexin V-FITC/PI 双 标记 ， 流 式 细胞 术 检 测 细胞 凋 亡 。Annexin V-FITC(+)/PIC) 
表示 早期 凋 亡 细 胞 Annexin V-FITC(+)/PI(+) # as e BAA Co 4 Al, Annexin 
V-FITC(-)/PI(-) an Wh Hd, Annexin V-FITCCyPI(G) 表 示 坏 死 细 胞 。 用 早期 和 晚 
期 凋 亡 细胞 计算 细胞 凋 亡 率 。 细 胞 凋 亡 率 (%)= 凋 亡 细胞 数 /总 细胞 数 x100%。 实 验 
独立 重复 3 次 。 
1.2.8 统计 学 分 析 采用 SPSS 22.0 软 件 对 实验 结果 进行 统计 分 析 。 每 组 数据 来 自 3 
次 独立 的 实验 ， 定 量 资料 以 均 数 + 标准 差 〈 x+s) 表示 ， 两 样本 均 数 比较 采用 ; 检 
验 ，CCK-8 实 验 结果 采用 两 因素 重复 方差 分 析 (Two-way Repeated Measures 
Anova) 。 检 验 水 准 为 o=0.05。P<0.05 示 差异 有 统计 学 意义 。 
2 结果 
2.1 白血病 K562 细胞 中 干扰 PKM2 的 表达 

qRT-PCR 结果 显示 ， 与 Vector 组 相 比 ，shPKM2 组 中 PKM2 mRNA 相对 水 平 显 
著 降 低 ， 差 异 有 统计 学 意义 11.58，P=0.0003) (Ala) 。Western blot 结 果 显 
示 ，shPKM2 组 中 PKM2 蛋 白条 带 灰 度 值 较 Vector 组 明显 减弱 (图 lb) ， 其 蛋白 相 
对 表达 水 平 显 著 性 降低 (1=11.88，P=0.0003) (图 1c) 。 以 上 结果 显示 ， 慢 病毒 
于 扰 PKM2 能 够 下 调 K562 细 胞 中 PKM2 的 基因 和 蛋白 水 平 ， 以 上 结果 表明 成 功 建立 
了 下 调 PKM2 的 稳定 细胞 株 K562。 
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图 1 慢 病毒 干扰 PKM2 对 K562 细 胞 PKM2 mRNA 和 和 蛋白 表达 水 平 的 影响 
Fig. 1 Effect of PKM2 shRNA transfecting on the levels of PKM2 mRNA and protein 
in K562 cells 

(a) K562 cells were infected with shRNA lentivirus targeting PKM2 and its Vector 
control, qRT-PCR was performed to analyze PKM2 mRNA levels, normalized to 
f-actin (b) Western blot was performed to measure PKM2 protein levels, normalized to 
B-actin (c) The relative protein levels of PKM2. Vector means shRNA vector control 
group, shPKM2 means PKM2 knockdown lentivirus group. *P<0.05, compared with 
the Vector group. 
2.2 干扰 PKM2 对 K562 细胞 体外 增殖 的 影响 

采用 CCK-8 法 检测 干扰 PKM2 后 K562 细胞 的 体外 增殖 情况 ， 结 果 显 示 ， 体 
外 培养 12 h、24h、36h、48h 和 60h 时 ，shPKM2 组 OD4so 值 较 Vector 组 ODas0 
值 显著 降低 ， 差 异 具 有 统计 学 意义 CFH118.87, P<0.0001) 〈 图 2) ， 表 明和 干扰 
PKM2 能 够 抑制 K562 细胞 的 体外 增殖 能 
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2 干扰 PKM2 对 K562 细胞 体外 增殖 的 影响 
Fig. 2 Effect of PKM2 knockdown on proliferation of K562 cells in vitro. *P<0.05, 


compared with the Vector group. 
2.3 干扰 PKM2 对 K562 细胞 周期 的 影响 
用 FCM 测 定 干扰 PKM2 后 K562 细 胞 的 周期 分 布 情况 , 结果 显示 (图 3), shPKM2 
组 中 G1 期 细胞 所 占 比 例 (44.59+0.15〉 明显 高 于 Vector 组 (28.14+1.65) (P<0.05), 
G2 期 细胞 所 占 百分比 (17.15+0.76) 高 于 Vector 组 (3.31+0.30〉(P<0.05)， 而 S 期 细 
胞 所 占 百分比 (38.26+0.62) 低 于 Vector 组 (68.56+1.95) (P<0.05) ( 表 2)。 以 上 
结果 表明 下 调 PKM2 促 使 K562 细 胞 周期 进程 大 多 滞留 在 Gl 期 。 
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Vector shPKM2 
图 3 流 式 细胞 术 检测 干扰 PKM2 对 K562 细 胞 周期 的 影响 
Fig. 3 Effects of PKM2 knockdown on cell cycle in K562 cells by FCM 
#2. 干扰 PKM2 对 K562 细胞 周期 分 布 的 影响 
Table 2. Effects of PKM2 knockdown on cell cycle distribution 


Group Gi(%) G2(%) S(%) 


Vector 28.14+1.65 3.31+40.30 68.56+1.95 


shPKM2 44.59+0.15° 17.1540.76° 38.26+0.62° 


*p<0.05, compared with the Vector group. 

2.4 干扰 PKM2 对 K562 细胞 凋 亡 的 影响 

干扰 PKM2 对 K562 细 胞 凋 亡 影响 的 结果 显示 ， 与 Vector 组 比较 ，shPKM2 组 的 
细胞 凋 亡 率 明 显 增加 (图 4a， 图 46， 137.23, P<0.0001) 。 此 外 ， 对 调 亡 相 关 和 蛋 
白 Bax 和 Bcl-2 表 达 水 平 的 分 析 结 果 也 显示 ， 与 Vector 组 相 比 ，shPKM2 组 细胞 中 促 
凋 亡 蛋 白 Bax 水 平 明 显 增加 ， 而 抗 凋 亡 蛋 白 Bcl-2 水 平 明 显 降 低 ( 图 4c)。 蛋 白条 带 量 
化 结果 显示 , shPKM2 组 Bax 和 蛋白 相对 水 平 较 Vector 组 显著 升 高 (f=15.36, P=0.0001), 
而 Bel-2 蛋 白 相 对 水 平 较 Vector 组 显著 降低 ， 均 具有 统计 学 差异 (图 4d， 本 9.965， 
P=0.0006) 。 上 述 结果 提示 ,干扰 PKM2 能 够 促进 K562 细 胞 的 凋 亡 ， 上 调 促 凋 亡 蛋 
白 Bax 而 下 调 抗 凋 亡 和 蛋白 Bcl-2 的 表达 。 
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4 干扰 PKM2 对 K562 细胞 凋 亡 的 影响 
Fig. 4 Effect of PKM2 knockdown on the apoptosis of K562 cells 
(a) The apoptosis of K562 cells by FCM (b) The apoptosis rate of K562 cells. (c) 
Western blot was performed to measure Bax and Bcl-2 protein levels. (d) The relative 


protein levels of Bax and Bcl-2. Vector means shRNA vector control group, shPKM2 
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means PKM2 knockdown lentivirus group. *P<0.05, compared with the Vector group. 
2.5 干扰 PKM2 对 K562 Aa ie H RAWE PE He 

YES ARER AEK P ad 8 EFS), 通过 检测 自 噬 标志 物 (LC3II、 p62) 
表达 水 平 的 改变 可 观察 干扰 PKM2 X Á PG A eS PE Zt]. qRT-PCR 结 
显示 ， 与 Vector 组 相 比 ，shPKM2 组 LC3II 基因 水 平 显 著 性 降低 (二 4.219， 
P=0.0135) ， 而 p62 较 Vector 组 遇 著 性 升 高 (=-6.301, P=0.0032) (图 5a) 。 同 
时 Western blot 结果 也 显示 , shPKM2 组 LC31I 和 蛋白 表达 降低 , 而 p62 EAF 
5b) 。 此 外 ， 蛋 白条 带 量 化 结果 显示 ，shPKM2 组 LC3II 相对 水 平 显著 降低 ，p62 
相对 水 平 显著 升 高 ， 差 异 具 有 统计 学 意义 〈tcam=10.32，Prcsm=0.0005;， 加 6=14.59， 
Pyo2=0.0001) (图 50) 。 以 上 结果 表明 干扰 PKM2 可 抑制 白血病 细胞 的 自 噬 活性 。 
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5 干扰 PKM2 对 K562 4H ju H MEYE HE RI RENH 
Fig. 5 Effect of PKM2 knockdown on the autophagic activity in K562 cells 


(a) (RT-PCR was performed to analyze LC3 , p62 mRNA levels. (b) Western blot was 
performed to measure LC3、 p62 protein levels. (c) The relative protein levels of LC3II, 
p62. Vector means shRNA vector control group, shPKM2 means PKM2 knockdown 


lentivirus group. *P<0.05, compared with the Vector group. 
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2.6 干扰 PKM2 联合 自 叭 诱导 剂 对 K562 细胞 增殖 的 影响 


为 进一步 验证 自 噬 在 PKM2 介 导 的 细胞 


兽 殖 中 的 作用 ， 采 用 自 哈 诱导 剂 处 理 


干扰 PKM2 表达 后 的 K562 细胞 ， 观 察 细 胞 体外 增殖 能 力 的 改变 。CCK-8 结果 表 
明 ， 与 Vector 组 比较 ，shPKM2 组 细胞 增殖 能 力 明 显 降 低 ; 而 与 shPKM2 组 比较 ， 
HAREN] rapamycin 处 理 组 细胞 增殖 能 力 明 显 升 高 ， 差 异 具 有 统计 学 意义 〈 图 
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6 干扰 PKM2 联合 自 叭 诱导 剂 对 K562 细胞 增殖 的 影响 


Fig. 6 Effects of PKM2 knockdown combined with autophagy activator on the 


proliferation of K562 cells in vitro. *P<0.05, compared with the Vector group; 


# P<0.05, compared with the shPKM2+Rapamycin group. 


3 讨论 


PKM2 是 细胞 糖 酵 解 途径 


的 关键 酶 ， 目 前 PKM2 在 肿瘤 的 研究 多 集中 在 实体 


肿瘤 中 口 。 最 近 有 文献 报道 PKM2 在 血液 系统 肿瘤 中 的 研究 ,Wang 等 四 发 现 PKM2 


高 表达 于 白血病 细胞 系 和 正常 
患者 中 PKM2 的 高 表达 预示 


造血 于 细胞 中 。Panchabhai 等 中 还 发 现 多 发 性 上 骨髓 瘤 
较 差 的 临床 预后 。 本 实验 主要 观察 PKM2 对 人 白血病 


细胞 株 K562 体外 增殖 和 调 亡 的 影响 及 其 潜在 机 制 。 首 先 应 用 RNA 干扰 技术 成 功 


建立 PKM2 稳定 下 调 的 人 白血病 K562 细胞 株 。 Lin 等 no 同样 通 


ERE a] PKM2 的 慢 


病毒 干扰 载体 成 功 构建 了 稳定 下 调 PKM 的 子宫 颈 癌 细胞 株 (HeLa, SiHa 细胞 株 
等 )。 继 后 细胞 增殖 实验 结果 显示 , 干扰 PKM2 能 显著 降低 K562 白血病 细胞 的 体 
外 增殖 能 力 。Goldberg 等 上 发现 下调 PKM2 的 表达 能 降低 肝 细 胞 肿 冶 和 卵巢 癌 细 
胞 生存 。 已 知 细胞 增殖 的 调控 可 通过 影响 细胞 周期 进程 来 实现 ， 据 出 
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5 观察 了 干扰 


PKM2 对 K562 细胞 周期 进程 的 影响 ， 结 果 显 示 干 扰 PKM2 组 K562 细胞 大 多 滞留 
在 G H, K562 细胞 增殖 受到 抑制 。Zheng 等 上 发现 PKM2 高 表达 能 够 上 调 周 期 
蛋白 CCND1 的 表达 和 下 调 CDKN1A 的 表达 ， 促 进 细胞 周期 进程 ， 进 而 增强 卵巢 
瘤 细 胞 的 生长 和 存活 。 此 外 ， 还 观察 了 王 扰 PKM2 对 白血病 细胞 凋 亡 的 影响 ， 结 
果 表 明 干 扰 PKM2 可 使 K562 细胞 的 凋 亡 率 显著 增加 ， 同 时 伴 有 促 凋 亡 蛋 白 Bax 
表达 增加 而 抗 凋 亡 蛋白 Bcl-2 表达 减少 , 反 向 提示 PKM2 可 能 通过 促进 白血病 细胞 
增殖 和 抑制 调 亡 来 发 挥 促 癌 作用 。 自 噬 又 被 称 为 细胞 的 “自我 消化 (self-digestion)” 
上 l， 随 着 自 噬 分 子 调控 机 制 的 研究 揭示 ， 自 噬 在 血液 恶性 疾病 中 的 作用 日 益 得 到 
重视 。 为 此 ， 本 实验 观察 干扰 PKM2 对 K562 细胞 中 LC3I 和 p62 表达 的 影响 。 结 
RRI, 干扰 PKM2 后 KK562 细胞 中 LOSI 水 平 降低 ， 而 p62 水 平 增 加 ， 提 示 干 扰 
PKM2 可 能 降低 白血病 细胞 的 自 哈 活性。 为 进一步 验证 自 哈 在 介 导 白血病 细胞 体外 
增殖 中 的 重要 作用 ， 设 计 了 rescue 实验 ， 结 果 发 现 ， 尽 管 干扰 PKM2 能 够 抑制 白 
血 病 细胞 的 生长 , ARA ARA S] rapamycin 处 理 则 能 够 逆转 PKM2 下 调 引 起 的 
细胞 增殖 受 抑 。Polak 等 (4 和 执 道 用 自 只 抑 制剂 羟 化 握 曙 处 理 急 性 淋巴 细胞 白血病 细 
胞 ， 可 抑制 自 只 活性 而 降低 白血病 细胞 的 增殖 能 力 。 最 近 ，Piya 等 (5 研究 发 现 骨 
髓 间 充 质 细 胞 可 诱导 白血病 细胞 自 噬 活 性 ， 导 致 白血病 细胞 对 阿 糖 胞 昔 和 依 达 卢 
比 星 等 化 疗 药物 的 抵抗 。 若 沉默 自 噬 相关 基因 ATG7 则 能 提高 白血病 细胞 对 化 疗 
药物 的 敏感 性 。 本 实验 结果 和 以 往 的 研究 均 提 示 训 向 PKM2 联合 自 噬 抑制 剂 可 能 
作为 白血病 治疗 的 潜在 靶 点 。 然 而 ， 有 关 PKM2 调控 自 轿 的 具体 机 制 将 是 本 课题 
组 下 一 步 研究 的 重点 。 
4 结论 

综 上 所 述 , 干 捧 PKM2 能 够 抑制 人 白血病 K562 细 胞 体外 增殖 、 使 细胞 周期 阻 灌 
在 Gi 期 ， 并 且 能 够 诱导 细胞 凋 亡 。 其 作用 机 制 可 能 与 PKM2 介 导 的 自 噬 活性 降低 有 
关 。 下 一 步 本 组 将 在 动物 模型 和 临床 样本 中 观察 PKM2 对 白血病 发 生发 展 的 重要 作 
用 。 深 入 研究 PKM2 的 作用 机 制 有 可 能 为 白血病 的 诊治 提供 一 个 新 的 靶 点 。 
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